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^ (57) Abstract: The invention concerns a method for detecting at least one specific interaction between probe molecules and target 
biomiolecules fixed to at least one active zone of a sensor. Said sensor consists of an array of field-effect transistors (Tl, T2, ), each 
O of which has a gate region constituting an active zone (3) whereon said specific interaction is to be detected. 

«s 

Q (57) Abrege : Proc6d6 de detection d'au moins une interaction sp^cifiques entre des molecules sondes et des biomolecules cibles 
fix^es au moins a une zone active d ? un capteur. Ledit capteur est constitu6 par un reseau de transistors a effet de champs (Tl, T2, ...) 
!^ dont chacun pnSsente une region de porte qui consume une zone active (3) sur laquelle ladite interaction specifique doit etre d^tectee. 
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PROCEDE DE DETECTION ELECTRONIQUE D'AU MOINS UNE 
INTERACTION SPECIFIQUE ENTRE DES MOLECULES SONDES 
ET DES BIOMOLECULES CIBLES. 

La presente invention a pour objet un procede de detection 
5 electronique d'au moins une interaction entre des molecules et des 
biomolecules cibles. 

On connaTt deja un procede de detection de r hybridation de 
sequences d'ADN £ I'aide d'un transistor £ effet de champ, tel qu'il a ete 
decrit dans I'article de E. SOUTEYRAND et collaborateurs intitule « Direct 

10 Detection of the hybridization of synthetic Homo-Oligorner DNA Sequences by 
Field Effect » paru en 1997 dans le J. Phys. Chem. B1997, 101, pages 2980 
a 2985. Un transistor de type ISFET (« Ion-Sensitive - Field Effect 
Transistor ») utilisable dans ce type duplication a ete decrit dans I'article de 
Piet BERGVELD « Development, Operation and Application of the ISFET as 

15 a Tool for Electrophysiology paru dans IEEE Transactions on Biomedical 
Engineering volume BME-19 - n° 5 Sept 1972 pages 342 a 351. Des 
indications sur la fabrication de telles structures de transistors peuvent etre 
trouvees dans Particle de V. KIESSLING et collaborateurs, intitule 
« Extracellular Resistance in Cell Adhesion Measured with a Transistor 

20 Probe » paru dans Langmuir 2000 16, pages 3517 - 3521. Enfin un mode de 
preparation des surfaces a ete decrite dans I'article de A. KUMAR et 
collaborateurs, intitule « Silanized nucleid acids : a general platform for DNA 
immobilization » paru dans Nucleid Acid Research 2000, volume 28, n° 14, 
pages i a vi. 

25 Deux proced6s de fixation des molecules sondes sur la 

surface sont notamment utilisables dans le cadre de la presente invention. Le 
premier consiste en une synthese directe sur solide, telle que decrite par 
exemple dans I'article de S.P.A. Fodor et Collaborateurs intitule « Light- 
directed, spatially adressable parallel chemical synthesis » paru dans Science 

30 251, pages 767 a 773 (1991). Le deuxieme est la fixation des molecules a 
partir d'une dilution. 

Pour obtenir une bonne detection des interactions entre des 
biomolecules, il convient de prendre en compte un certain nombre de 
param^tres : 
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A- Sensibilite 

Elle peut etre tres bonne (comparable a celle d'une detection 
par fluorescence) mais elle depend de l'6tat des couches moleculaires sur les 
surfaces actives. Pour les capteurs du type transistor qui sont utilises ici, la 
5 quantite necessaire de molecules biologiques (sondes et cibles) est 
inversement proportionnelle a la surface du capteur. On a done interet a 
miniaturiser les structures, mais il faut veiller au rapport signal/bruit. 

B- DvnamiQue 

L'intervalle des differentes concentrations de molecule qu'on 
10 peut mesurer est 6troit. A faible concentration, on peut etre limite par des 
signaux parasites, (p. ex. on peut voir parfois deja un signal induit par une 
goutte d'eau pure qui avait seche sur la surface). A forte concentration, on 
observe une saturation lorsque la charge effective s'approche de zero. 
C- Specificite 

15 Par specificite, on entend la capacite du systeme de 

distinguer entre deux types de molecules cibles differentes. Pour I'hybridation 
entre des molecules d'ADN par exemple, cette difference peut etre une 
difference dans la sequence des paires de bases. II s'agit d'optimiser les 
conditions (sel, temperature, duree, et eventuellement pH) de la reaction de 

20 reconnaissance intermoleculaire de fagon a ce que Interaction specifique 
(p.ex. I'hybridation entre des sequences complementaires) domine par 
rapport a des processus non-specifiques (p.ex. Tadsorption, les interactions 
ioniques et hydrophobes non specifiques). Ces conditions optimisees ne 
correspondent en general pas aux meilleures conditions pour une detection 

25 electronique. Par exemple, on utilise typiquement plus de sel pour une 
hybridation specifique que pour une detection electronique. Un compromis est 
a trouver aussi pour la distance des molecules sondes par rapport a la 
surface. Une faible distance est favorable pour la detection electronique a 
cause de T6crantage electrostatique mais souvent defavorable pour la 

30 specificite. Si les molecules sondes sont trop proches de la surface en Si0 2 . 
les interactions non sp§cifiques molecule/surface peuvent devenir 
dominantes. De plus, Tinteraction specifique entre les bio molecules sondes 
et cibles peut etre gen6e par une surface a proximtte (probleme d'accessibilite 
ou empechement sterique). 
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Ces effets dependent des couches moleculaires deposees 
sur la surface active du reseaux de transistor (et en particulier de leur etat de 
charge). 

Dans la description ci-apres, on a propose une approche 

5 experimental permettant d'aboutir au resultat recherche. Cette approche a 

permis de mettre en Evidence un point cl6 de la detection, qui constitue, Tid6e 

de base de la presente invention, £ savoir qu'il convenait de separer la 

reaction de reconnaissance de Tetape de detection. 

La presente invention concerne ainsi un precede de detection 

10 electronique d'au moins une interaction specifique entre des molecules 
sondes fixees au moins a une zone active d'un capteur et des biomolecules 
cibles, caracterise en ce que ledit capteur est constitue par un r6seau de 
transistors a effet de champs (Ti, T 2 , ...) dont chacun presente une region de 
source (5), une region de drain (D) ainsi qu'une region de porte qui constitue 

is une zone active (3) sur laquelle ladite interaction specifique doit etre detectee, 
et caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) mettre en contact au moins une dite zone active (3) avec 
des molecules sondes d'un type donne fixes sur ladite zone active. 

b) mettre en contact au moins certaines des molecules 
20 sondes avec des biomoiecules cibles susceptibles dlnteraction avec lesdites 

molecules sondes et effectuer une dite interaction dans un tampon 
reactionnel ayant une premiere concentration en sel. 

c) mesurer au moins un point de la caract6ristique courant 
de drain/tension source-porte/tension source-drain d'au moins un transistor 

25 dudit reseau pour detecter ladite interaction specifique au moins un point de 
mesure obtenu dans un tampon de mesure ayant une deuxieme 
concentration en sel qui est inferieure a la premiere concentration pour des 
molecules sondes ayant 6te soumises a ladite interaction specifique. Uetape 
c peut etre realisee de manure differentielle entre ledit point de mesure et un 

30 point de reference, notamment dans un dit tampon de mesure, pour des 
molecules sondes du meme type n'ayant pas ete soumises a ladite interaction 
specifique. 
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D'une maniere generate, on considfere comme molecule 
sonde toute molecule, notamment les biomolecules (ADN, ARN, proteines, 
etc.), ou bien I'ADN oligonucleotide synthetise chimiquement, ou bien 
encore les acides peptides nucteiques ("PNA"), qui peut etre greffee sur une 
5 dite surface active et qui peut etre reconnue sp6cifiquement par une 
biomolecule cible. 

Selon une variante dite temporelle, la mesure differentielle de 
I'etape c) est realisee sur les memes molecules sondes, avant Interaction de 
I'etape b). 

io Selon une premiere variante dite spatiale, la mesure 

differentielle de I'etape c) est effectuee entre deux groupes de molecules 
sondes du meme type par exemple (ADN), ayant ou non les memes 
sequences, fixees sur des zones actives distinctes, Tun des groupes ayant et<§ 
soumis a Interaction de I'etape b), et I'autre pas. 

15 Selon une deuxieme variante dite spatiale, la mesure 

differentielle de I'etape c) est realisee avec le tampon de mesure sur deux 
groupes de molecules sondes disposes sur des zones actives distinctes, ces 
deux groupes de molecules sondes, par exemple du meme type, mais ayant 
ou non les memes sequences, et ayant ete soumis a des interactions 

20 specifiques differentes. 

Les molecules sondes et/ou les biomolecules cibles sont par 
exemple des molecules d'ADN, d'ARN, de "PNA", de proteines, ou bien 
encore des petites molecules telles que les vitamines. Le tampon r6actionnel 
et le tampon de mesure sont par exemple du KCI. La concentration en sel du 

25 tampon de mesure est par exemple superieure a 0,002 mM et inferieure a 20 
mM, et elle est par exemple superieure a 0,005 mM et inf6rieure a 20 mM, et 
notamment comprise entre 0,005 Mm et 15 mM, ou bien encore entre 0,01 
mM et 15 mM. La concentration du rampon reactionnel est par exemple 
comprise entre 20 mM et 1 M (concentration molaire). 

30 Le proc6de selon I'invention est compatible avec une 

detection classique d'interaction moleculaire par fluorescence. 

Le procede peut etre caracterise en ce que ladite mesure d'au 

moins un point de la caract§ristique met en ceuvre Tapplication d'une tension 

donnee (U D s) entre le drain et la source d'au moins un transistor, ainsi que 

35 Tapplication dans un premier cas d'une tension donnee (Ugs) entre la porte et 
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la source dudit transistor ou, dans un deuxieme cas d'un courant de drain (l D ) 
donne audit transistor. Dans le premier cas, la mesure du point 
caracteristique consiste en la mesure du courant de drain Id. Dans le 
deuxieme cas, on mesure la tension Ugs. 

5 Selon une variante, on realise une circulation & travers au 

moins un microcanal fluidique d'au moins une solution qui constitue une 
reference ou qui contient des molecules cibles pour la rnettre en contact avec 
au moins une zone active d'un transistor a effet de champ. 

On peut par exemple rnettre une solution de reference (par 

10 exemple tampon de sel) et une solution contenant des molecules cibles 
successivement en contact avec une ou plusieurs zones actives, ou bien (en 
parallele) avec une ou plusieurs zones actives differentes. On peut par 
exemple rnettre en contact deux solutions de molecules cibles avec une ou 
plusieurs zones actives differentes en parallele. 

15 D'autres caracteristiques et avantages de I'invention 

apparaitront mieux £ la lecture de la description ci-apres, en liaison avec les 
dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 represente deux transistors a effet de champ 
d'une puce de detection comprenant une plurality de tels transistors 

20 organises suivant un reseau mono ou bidimensionnel de transistors ; 

- la figure 2 represente en vue de dessus un detail d'une puce 
de detection et I'agencement des zones actives correspondant chacune a un 
transistor a effet de champ ; 

- la figure 3 illustre les connexions electriques de drain des 
25 transmissions du r6seau mono ou bidimensionnel. 

- la figure 4 represente un dispositif de depose de la solution 
sur des zones actives selectionnees ; 

- les figures 5a & 5c represented les resultats d'experiences 
realises dans differentes conditions exp6rimentales ; 

30 - les figures 6a et 6b montrent une detection electronique 

d'ADN ; 

- les figures 7a et 7b illustrent la mise en ceuvre de canaux 
microfluidiques , 

- et les figures 8a a 8h et 9a a 9d illustrent deux exemples de 
35 mise en ceuvre de I'invention. 
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Les figures 1 a 3 illustrent un capteur pr6sentant un reseau 
de transistors a effet de champ FET sur un substrat en siliciurn. Un transistor 
Ti ou T 2 represents en coupe a la figure 1 est pourvu d'une region de source 
S et d'une region de drain D qui presentent chacune un contact electrique et 

5 qui sont surmontees d'une couche isolante respectivement 1 et 2, par 
exemple un oxyde thermique de Si0 2 . La region active 3 entre la source S et 
le drain D forme la region de porte G du transistor et presente une couche 
isolante 4 d'epaisseur reduite, par exemple une couche de Si0 2 thermique. II 
est egalement possible de ne pas disposer d'oxyde sur cette region active. La 

io surface active est alors delimitee par une portion 4' du substrat qui est mise 
a nu. 

Des molecules sondes, par exemple des molecules d'ADN 
simple brin, sont fixees par un procede connu sur au moins certaines des 
surfaces actives 4 ou 4\ Pour I'ADN, on utilise de preference des transistors a 

is effet de champ a canal n a appauvrissement (pour lesquels les porteurs de 
charge sont les electrons, plus mobiles d'ou une augmentation de la 
sensibilite) avec une polarisation de porte negative (c'est-a-dire que 
I'electrolyte est polarise negativement par rapport au semi-conducteur), I'ADN 
se chargeant negativement (pour un electrolyte de pH neutre). 

20 L'application d'une tension source-drain U S o entre la source S 

et le drain D (U S m pour Ti, et U S D2 pour T 2 ) et d'une tension porte-source U G s 
entre I'electrolyte 6 et la source S (par exemple par une electrode E unique 
Ag/AgCI) induit un gaz bidimensionnel de porteurs de charges a I'interface 
Si/Si0 2l ou 3 Tinterface Si/electrolyte de chaque transistor. II en resulte un 

25 courant de drain Id qui, pour chaque transistor, depend de fagon sensible de 
la charge a Tinterface Sio 2 /electrolyte ou Si/electrolyte. On appelle surface 
active cette interface qui fait face au canal entre la source S et le drain D. 

Le courant l D depend de la fixation des molecules sondes, par 
exemple des mol6cules d'ADN sur la surface active 4 ou 4'. 

30 On peut realiser une detection a tension source-porte Use et 

a tension source-drain U S d constants, en mesurant le courant de drain Isd ou 
bien encore, comme dans les exemples 1 et 2 ci-apres, & courant de drain l S d 
et a tension source-drain U S o constants, en mesurant la tension source-porte 
U SG . 

35 Comme le montrent les figures 2 et 3, n structures de type 

transistor & effet de champ sont int6gr§es dans un substrat de siliciurn 
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recouvert d'un isolant (Si0 2 ou autre) et pourvu de connexions appropriees 
(metallisation ou de pr6f6rence regions conductrices dopees) par les prises 
de contact electrique de source 10 et de drain (Di, ... D n ). A la difference 
d'une structure de transistor MOS standard, il n'y a pas d'electrode metallique 

5 de porte. Ceci correspond a la structure de type « ISFET » (« Ion Sensitive 
Field Effect Transistor »). On utilise de preference un substrat de type SOI 
(silicium sur isolant) qui procure une sensibilite plus 6levee. 

Les differentes structures sont a faible distance laterale Tune 
de I'autre et leurs surfaces actives sont en contact avec la merne solution de 

10 mesure. Une dimension laterale typique dans la micro-electronique actuelle 
est inferieure au ^m. Dans la technologie des puces a ADN telle que mise en 
ceuvre dans la presente invention, la dimension laterale est de 5-10 urn pour 
une synthese directe sur le solide et de 50-100 [im dans le cas d'une fixation 
des molecules a partir d'une dilution. 

15 Dans la presente configuration de mesure parallele, plusieurs 

plots avec differents types de molecules sondes immobilisees sont en contact 
avec la merne solution notamment de mesure et au moins une structure de 
transistor se situe en dessous de chaque plot. La mise en oeuvre de plusieurs 
transistors par plot est possible au vu des dimensions mentionnees ci-dessus 

20 et permet une redondance dans la detection. 

Une electrode E (Ag/AgCI, par exemple), est utilisee pour fixer 
le potentiel de la solution de mesure 6 (electrolyte) par rapport a la structure 
en silicium qu'elle recouvre et pour fixer le point de travail des capteurs 
(transistors). Le potentiel de I'electrolyte 6 peut dans certains cas etre egal a 

25 zero. La solution de mesure 6 qui baigne les capteurs contient des ions a une 
concentration qui donne une conductivity suffisante et qui ne donne pas lieu a 
un ecrantage trop important au niveau des surfaces actives. Son pH est de 
preference neutre. 

La technique proposee permet de faciliter la detection a I'aide 

30 de differentes approches 

A- Caracteriser les couches par mesures electroniques 
La mesure electronique permet une caracterisation grossiere 
des etats (electrostatiques) des couches moleculaires deposees sur les 
transistors. On effectue des mesures electroniques entre les differentes 

35 etapes de preparation de surface. Chaque etape de traitement chimique ou 
de d6pot de mo!6cule induit un d§calage de la tension mesuree et les 
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differences entre transistors reftetent une inhomogeneite eventuelle. 
L'ensemble de ces decalages donne alors une caracterisation du systeme 
avec de multiples couches deposees. 

En d'autres termes, on peut ainsi verifier I'etat 

5 "electrochimique" du reseau de capteurs. On peut comparer a des valeurs de 
references mesurees pour des conditions qu'on avait auparavant optimise et 
on peut surveiller le vieillissement des structures (par exemple la degradation 
des reseaux par depots de charges et autres effets sur I'oxyde Si0 2 ). De plus, 
la comparaison de deux mesures electroniques separes par un petit intervalle 

10 de temps (et eventuellement un ringage intermediate) permet de verifier 
I'absence de derive importante dans le signal Electronique. Ces points sont 
importants car la reponse des transistors a effet de champ FET a 
rimmobilisation de molecules sur la surface active depend de l'ensemble des 
couches sur la surface active. La procedure aide a obtenir de fagon 

is reproductible une sensibilite adaptee (a la quantite de molecules qu'on 
souhaite detecter) et une specificite suffisante. 

Une fois que le reseau de capteur est connu, les mesures 
peuvent etre rep6tees sans proceder a de nouvelles verifications. 

B- Separer la reaction de reconnaissance de I'etape de 

20 detection. 

Le depot des sondes, la reaction de reconnaissance et la 
mesure electronique peuvent etre effectues dans differentes tampons. Ceci 
permet d'optimiser ces etapes de fagon largement independante. On montre 
notamment ci-apres Texemple d'une hybridation avec une concentration en 
25 sel de 50mM couplee a une detection electronique avec une concentration en 
sel de 0,01 mM. 

O Mesure differentielle 

Uapproche differentielle, sujet de la demande 
PCT/FR02/04283 dont la presente demande revendique la priorite, est un 

30 element tres important ici. Par rapport a la caracterisation des couches par 
mesure electronique, elle permet de detecter des inhomogeneites. Par 
rapport a la separation de la reaction de reconnaissance de I'etape de 
detection, elle semble etre meme indispensable, car le decalage de la valeur 
de la tension U G s induit par un changement de tampon montre souvent une 

35 variation plus importante que le signal correspondant d interaction specifique 
qu'on souhaite detecter. 
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D- Structures actives 

^utilisation des structures a effet de champ FET permet une 
taille caracteristique de Tordre de 1 micron. L'approche par mesure en qourant 
alternatif AC est utilisee par Fritz et al. (Proceedings Nat. Acad. Sci., USA, 

5 Vol. 99, p. 14142 (2002)). L'approche alternative d'une structure passive 
SiCVSj sans drain ni source (dite "spectroscopic d'impedance") necessite une 
surface d'environ 50 microns par 50 microns en raison de la capacite parasite 
due aux connexions [(voir WIEGAND et al. Review of Scientific Instruments n° 
71, 2309 (2000)]. On pourrait contourner cette difficulty par un traitement du 

10 signal alternatif dans la puce meme, a proximite du capteur. 

Mais meme dans ce cas, T6lectronique de mesure serait plus 
complique que celle mise en oeuvre dans le cadre de la presente invention 
pour la mesure en courant continu DC bas6e sur les transistors a effet de 
champ FET. Les structures actives (FET) sont done plus adaptees a une 

15 miniaturisation. En mettent en ceuvre des surfaces actives de 2 microns par 
20 microns, on n' est pas limite par le bruit des transistors FET. 

Le procede de detection des reconnaissances moleculaires 
peut etre basee sur une approche par comparaison, notamment differentielle. 
La mesure est par exemple realisee en utilisant plusieurs structures de 

20 transistor. La mesure peut etre differentielle par rapport aux differents types 
de molecules greffees et inclure eventuellement plusieurs transistors par type 
de molecule. II permet de comparer des signaux avant/apres la reaction 
d'interaction qui revdle la reconnaissance moleculaire (et/ou revolution 
pendant cette reaction). On notera que la mesure de reference peut etre 

25 realisee dans le tampon de mesure ayant la deuxieme concentration, mais 
egalement dans un autre tampon, par exemple dans ledit tampon reactionnel 
ayant une premiere concentration en sel. 

Le procede selon Tinvention permet de contourner les 
difficultes associees a la sensibilite d'un capteur individuel au pH et a la force 

30 ionique et celles associees a une variability d'un transistor individuel a Tautre 
(ceci inclut la structure de transistor et la qualite de la fixation des sondes). 

Un procede selon un mode de realisation met en oeuvre les 
6tapes suivantes : 

a) traitements homogenes de toute la surface isolante pour 

35 preparer la fixation des molecules sondes ; 
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b) greffage local de differents types de molecules sondes 
sur au moins certaines des surfaces actives individuelles ; 

c) eventuellement rin$ages homogenes ; 

d) mesure electronique : ajouter I'electrolyte de mesure, 
5 plonger I'electrode et mesurer les transistors (par exemple un ou plusieurs 

points de la caracteristique l D en fonction de U S o et de U S g), et comparer les 
resultats obtenus selon les transistors ; 

e) eventuellement ringages homogenes ; 

f) ajout de la solution de molecules cibles en presence 
io d'electrolyte et reaction de reconnaissance ; 

g) eventuellement rin<?ages homogenes ; 

h) mesure electronique, comme (d). 

Certains transistors qui n'ont pas ete mis en presence de 
molecules sondes (ou bien un seul transistor) peuvent servir de temoin. On 
is mesure leurs caracteristiques apres ajout de I'electrolyte de mesure qui par 
exemple, baigne 1'ensemble des transistors. 

Le greffage des molecules sondes est realise par depot de 
micro-gouttelettes de diametre environ 100 jj, sur les surfaces actives des 
transistors a I'aide de micro-plumes metalliques qui sont disponibles 
20 commercialement, ou bien un systeme de microdeposition commercial (par 
exemple Nanoplotter NP1 de la Societe Ge Sim). 

Comme le montre la figure 3, le reseau de n transistors (par 
exemple n = 96 transistors) presente n connexions de drain Di, D 2 ... D n et 2 
connexions (non representees) equivalentes a la source commune. Les 
25 resistances serie R c associees a ces connexions ont des valeurs qui 
dependent de Tindex 1 ...n du drain. 

Les valeurs de ces resistances R c , r6alisees par exemple par 
dopage du silicium, ne sont pas negligeables, mais elles peuvent etre 
corrigees. 

30 A cet effet les resistances Rc de connexion de drain sont par 

exemple calculees a partir des longueurs et des sections geometriques des 
lignes dopees dont on connait la resistivity. Le calcul est compare a une 
mesure de la resistance en fonction de Tindex du drain en appliquant une 
tension continue (par exemple U S d = 0,1 V et Usg = 2V). 

35 Une installation telle que celle representee ^ la figure 4 peut 

etre utilisee pour la mise en oeuvre du proc6de : sur une table 10, est 
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dispos6e une platine 12 incorporant un dispositif de commande a micro- 
controleur pour une table 1 1 assurant un deplacement selon trois directions 
perpendiculaires X, Y, Z. Une puce 15 incorporant le reseau de n transistors 
est disposee sur un support 14. Une autre platine 20 comportant une table 21 

5 assurant un d6placement selon les trois directions X, Y, et Z est mise en 
oeuvre pour deplacer un bras 22 portant une micro-plume ou une pipette 23 
pour assurer le depot des micro-gouttelettes sur au moins certains des n 
transistors. Un objectif 17 et/ou une camera couplee a un ecran 19 
permettent d'observer le depot des micro-gouttelettes et de controler les 

10 operations. 

On effectue des mesures de courant de drain b avec par 
exemple Use = 1 V et U S d = 0,9V et un electrolyte de pH neutre depose qui est 
constitue de KCI a une teneur de 0,1 millimole par litre. Les transistors (canal 
p a accumulation) ayant leurs sources interconnects, la tension de source 
15 ou la tension de porte peut servir de reference de tension (par exemple la 
tension de masse). 

Avant ces mesures, on effectue un traitement global de la 
surface de la structure Si/Si0 2 par incubation 1-2 minutes dans de I'acide 
sulfochromique et ringage sous un courant d'eau deionisee puis incubation 3 
20 a 5 minutes dans une solution de NaOH (60 jal NaOH 16N, 420^1 d'ethanol et 
220 ^1 d'eau), et enfin ringage sous un courant d'eau deionisee. 

La difference entre deux mesures effectuees avant depot 
local mais avant et apres un ringage a I'eau est presentee en petits carres a la 
figure 5a. Les croix represented la difference entre une mesure effectuee 
25 apres depot local de deux solutions differentes et une mesure faite avant le 
depot (la mesure faite avant le ringage a I'eau). 

Avec une pointe commerciale 23 (Telechem SMP3B) montee 
sur le dispositif 22 presents a la figure 4, on depose une solution de poly-L- 
lysine sur les transistors 64-69, les transistors 74-79, et les transistors 87-91. 
30 Solution : Poly-L-lysine (0,01% poids/volume « w/v » final 

(P8920, Sigma)) dans un tampon PBS 0,1X a pH 7. 

Apres les depots locaux, I'echantillon est seche 15 minutes en 
atmosphere humide et ensuite 5 minutes a 50°C. 

La poly-L-lysine est positive dans l f 6lectrolyte de mesure (pH 
35 neutre) £ cause des groupements amines ionises. La diminution du courant 
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observe sur les depots de poly-L-lysine est compatible avec Tadsorption 
d'une charge positive sur la surface. 

On mesure la difference de potentiel de surface AUsg 
correspondant & la mesure avant/apres depot. Pour determiner AUsg. on 

5 mesure la caracteristique bidimensionnelle par exemple Id(Usg, Usd) et on 
determine les caracferistiques intrins^ques des 96 transistors en corrigeant 
nunrferiquement les caracferistiques mesur6es en fonction des resistances R c 
des lignes de drain en serie. La modification de I'etat de I'interface Si0 2 induit 
un changement de la caracteristique intrinseque qui correspond a un 

io decalage AU S g a U S d et courant de drain l D constants. Ce decalage permet 
d'obtentr directement une mesure ind6pendante du point de travail du 
transistor, contrairement au changement de courant Al D presente dans la 
figure 5a. La valeur AUsg permet en premiere approximation de quantifier le 
changement de interface Si0 2 /liquide induit par le depot local. Selon une 

is variante, on fait varier Usg de fagon a garder l D constant. 

Les figures 5a a 5c montrent.des mesures differentielles 
realisees avant et apres depot de poty-L-!ysine (figure 5a), realisees en 
fonction de la concentration en KCI (figure 5b), et realisees en fonction de la 
concentration en poly-L-lysine deposee. 

20 A la figure 5a, les variations AI D du courant de drain Id sont 

representees en ordonnee pour chacun des transistors 60 a 96 identifies en 
abscisse (U S g = 1 V, U S d = 0,9 V et electrolyte KCI a 0,1 mM). Les differences 
Alo entre deux mesures realisees avant un depot local mais separees par un 
ringage a I'eau sont representees par des cercles. Les differences Alo 

25 correspondant a des mesures effectuees avant et apres un depot local de 
poly-L-lysine sont representees par des etoiles. Apres le depot local on laisse 
I'echantillon 15 minutes a temp6rature ambiante en milieu humide, avant de le 
s6cher a 50°C pendant 5 minutes. La dilution C 0 de la poly-L-lysine est de 
0,01 % poids/volume "WAT final (P8920, Sigma) dans un tampon PBS 0,1x a 

30 pH 7. 

A la figure 5b, les differences AUsg de la tension de source- 
grille Usg sont mesurees sur une partie des transistors d'un reseau de 62 
transistors FET avec U S d = 1,2 V et I d =50 pA. Les differences entre une 
mesure de reference (effectuee avant d6pot local et avec une concentration 
35 en KCI de 0,01 mM) et de deux series de mesures (effectues apres depot 
local de poly-L-lysine et avec differentes concentrations en KCI) sont 
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representees par des cercles et des etoiles. Ici, un dep6t local de poly-L- 
lysine a ete effectue dans deux zones distinctes avec la meme dilution Co que 
dans le cas de la figure 5a. Lors de chacune des deux series de mesure, on 
fait varier la concentration de KCI dans le tampon de mesure entre 0,01 mM 

5 et 100 mM, en passant par les valeurs 0,1 mM, 1 mM et 10 mM . Entre les 
deux series de mesure, on rince la surface a I'eau. On constate une 
sensibilite appreciable de la detection de la poly-L-lysine pour des 
concentrations de KCI entre 0,01 mM et 1 mM, et la hauteur des pics diminue 
progressivement au-dela de ces valeurs. 

!0 La figure 5c montre les variations AUsg de la tension Usg en 

fonction de la concentration en polymere depose (poly-L-lysine), a savoir 2C 0 , 
Co, Co/2, C 0 /4, C 0 /8 dans un tampon 0,1 x PBS pH 7, C 0 ayant la valeur 
indiquee pour les mesures de la figure 5a. Les conditions de mesure sont les 
suivantes : U S o = 1V, l D = 100 uA, et une concentration de 0,01 mM pour KCI. 

is Ces mesures montrent qu'il n'y a pas avantage dans les conditions 
experimentales choisies d'augmenter la concentration au-dela de Co- 

Les figures 6a et 6b montrent la detection electronique d'ADN. 
Les tensions U S g et les variations AUsg de la tension U S g correspondent a un 
point de fonctionnement U S d = 1V, l D = 100 pA, et a une concentration 0,01 

20 mM en KCI. Elles sont obtenues a partir de la caracteristique Id(U S g. U S d) et 
sont reportees sur les courbes avec en abscisse le numero des transistors 
FET (1 a 96). 

Les etoiles represented la mesure apres traitement de surface 
initial a la soude. Les cercles represented la mesure apres incubation de 

25 poly-L-lysine sur tout le reseau. Pour permettre une immobilisation de I'ADN, 
on incube le reseau de transistors FET pendant 30 minutes dans une dilution 
de poly-L-lysine (concentration Co). Ensuite, sans effectuer de sechage 
prealable, on rince a I'eau et on seche ensuite a I'air. L'incubation conduit a 
des decalages de la tension U S g d'une valeur de 97 ± 50 mV (statistique sur 

30 67 surfaces preparees) qui reduisent les variations entre transistors dans le 
signal electronique. Ces decalages sont compatibles a ceux observes avec 
les valeurs mesurees en relation avec la figure 5c sur des depots locaux a la 
meme concentration. Les carres represented les mesures apres depot local 
d'oligonucleotides (5' Cy-5 modifies 20 mer, concentration 50 pM dans de 

35 I'eau desionisee) autour des transistors n° 30, 60 et 90. En niveau de gris et 
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au dessus de la figure 6a, est representee I'image en microfluorescence des 
trois points d'ADN precites. 

La figure 6b montre la detection electronique et par 
fluorescence d'oligonucteotides Cy5 modifies. Les points repr6sent6s par des 

5 etoiles ont 6te obtenus par difference AU S g entre deux mesures 6lectroniques 
realisees avant et apr6s 4 depots locaux avec des concentrations differentes 
en ADN (Ref. = 0 pM, 5 pM 10 pM, 20 pM). lis montrent la variation AU S g de 
la tension U S g qui est observee dans les caracteristiques des transistors et qui 
est due aux depots locaux d'ADN. Les carres montrent I'intensite de la 

io fluorescence mesuree sur les transistors FET seches, une fois la mesure 
electronique realisee avec l'6lectrolyte. On notera que la meme detection 
electronique est obtenue avec des oligonucleotides du meme type, mais non 
modifies. 

Les figures 7a et 7b montrent un circuit integre presentant des 

is transistors T arranges selon une ligne (ou plusieurs lignes). Deux canaux 
microfluidiques (par exemple paralleles) Ci et C 2 d'un substrat 30 permettent 
de mettre un ou plusieurs transistors T a effet de champ en contact avec une 
solution de reference ou une solution contenant des molecules cibles qui 
circule dans un canal Ci et/ou C 2 . Le materiau d'un substrat 30 qui comporte 

20 les canaux microfluidiques (ou capillaires) peut etre un polymere PDMS 
(polydimethylsiloxane) ou autre, un verre, du silicium, etc... 

II est ainsi possible de realiser des mesures differentielles a 
partir de deux solutions qui circulent dans les deux canaux Ci et C2. II est 
egalement possible de realiser sur un meme substrat 30 un grand nombre de 

25 tels micro-canaux fluidiques, le substrat dans lequel ils sont menages etant 
solidarise au substrat semi-conducteur dans lequel sont integres les 
transistors a effet de champ FET. II est egalement possible de mesurer une 
variation a I'interieur d'un canal donn6. Cette variation peut etre au cours du 
temps. II est egalement possible d'injecter differentes solutions dans un 

30 capillaire et le profil des concentrations reste inchange le long du canal, 
meme loin du point d'injection. On se reportera a Tarticle de Paul J. A. KENIS 
et al„ intitule "Microfabrication inside Capillaries Using Multiphase Laminar 
Flow Patterning" paru dans SCIENCE, vol. 285, 2 Juillet 1999, p. 83-85 
(notamment figure 1a). 

35 Une technique d'analyse mettant en oeuvre la microfluidique 

est decrite dans Tarticle "Monolithic integrated microfluidic DNA amplification 
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and capillary electrophoresis analysis system" de Eric T. LAGALLY et 

collaborateurs paru dans Sensors and Actuators B 63 (2000) p. 138-146. 

La detection d'au moins une interaction specifique entre des 

biomolecules sondes et les biomolecules cibles est avantageusement realis6e 

5 en mettant en oeuvre un tampon de mesure dont la concentration en sel (par 

exemple KCI) est inferieure a celle du tampon de reaction. 

Les biomolecules concern6es (sources ou cibles) peuvent 

etre par exemple de I'ADN, de TARN, des proteines et des vitamines. 

Les interactions specifiques peuvent etre par exemple des 

10 interactions ADN-ADN, ADN-ARN, ADN-proteines, ARN-proteines, prot6ines- 

proteines, ou bien encore vitamines-proteines. L'ADN peur etre I'ADN 

oligonucleotide synthetise chimiquement On peut egalement realiser des 

interactions avec un acide peptide nucleique "PNA". 

Dans les exemples suivants, des etapes supplementaires de 

is mesure ont ete rajoutees afin de verifier Tetat de surface du capteur 

(transistors FET), la qualite de la fixation des biomolecules sondes et la 

reproductibilite des mesures. 

EXEMPLES 
Produits : 

20 NaOH: 60 microlitres NaOH 16N, 420 microlitres d'ethanol, 

220 microlitres d'eau. 

PLL: solution de poly-L-lysine, P8920 (Sigma), 0,01% w/v 
dans un tampon PBS 0,1x. 

Oligonucleotide ARS3: 5 f CCG CGA ACT GAC TCT CCG CC 
25 Oligonucleotide ARS5: 5 1 CAG GCG GCA GGG CTG ACG TT 

Oligonucleotide Cy3-ARS3sens: (complementaire a ARS3 et avec fluorophore 
Cy3) 

Oligonucleotide Cy5-ARS5sens: (complementaire a ARS5 et avec fluorophore 
Cy5) 

30 EXEMPLE 1 : Hybridation dans un tampon KCI de 50 mM et 

mesure avec un tampon KCI de 0.01 mM : 

Uexemple montre qu'on peut obtenir des signaux plus 
importants en diminuant la concentration en sel de Telectrolyte de mesure par 
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rapport & celle de Thybridation. L'hybridation sp6cifique est v6rifi6e par une 
mesure de controle par fluorescence. 

1. Traitement global de la surface SiO? 

Incubation 1 minute dans de I'acide sulfochromique. puis 
rin$age sous un courant d'eau deionis6e, et sechage & I'air comprime. Ce 
cycle d'incubation, ringage, sechage est r6pete une fois. 

Incubation 4 minutes dans la solution de NaOH. 
Ringage a I'eau et s6chage. 

2. Mesure electronigue aores traitement NaOH 
Tampon de mesure: KCI a la concentration de 0,01 mM. (voir 

figure 8a) 

Cette mesure est suivie d'un rin?age a I'eau et d'un sechage. 

3. Traitement global polv-L-lvsine 

On realise une incubation pendant 2h. 
15 Cette incubation est suivie d'un rin?age a I'eau et d'un 



10 



20 



s6chage. 



4. Mesure electronigue "PL1". 

Tampon de mesure: KCI 0,01 mM (voir figure 8a). 

Cette mesure est suivie d'un rin?age a I'eau et d'un sechage. 



5. Mesure electronigue "PL2". 
Tampon de mesure: KCI 0,01 mM. 

Cette mesure est suivie d'un ringage a I'eau et d'un sechage. 
Cette deuxieme mesure a pour but de verifier la stabilite de la 
25 mesure a ce stade. 

6. Depot des sondes d'ADN . 

Avec une micropipette, on depose sur la partie gauche du 
r6seau de FET 0,2 microlitres d'une solution contenant I'oligonucleotide ars5. 
Sur la partie droite du reseau, on depose 0,2 microlitres d'une solution 
30 contenant I'oligonucleotide Ars3. Dans les deux cas, les dilutions contiennent 
1 micromole d'oligonucleotide dans un tampon KCI de 50mM. On realise une 
incubation pendant 15 minutes, en atmosphere humide, pour eviter le 
sechage. 

Cette incubation est suivie d'un ringage £ I'eau et d'un 

35 sechage. 
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7. Mesure electronique "Sondel" 

On utilise un tampon de mesure: KCI 0,01 mM. 

La Figure 8b montre les differences Delta Ugs entre la 
mesure "Sondel" effectuee apres le d6pot des biomolecules sondes et la 
5 mesure PL2 (6tape 5) effectuee avant ce depot. 

La courbe "Sondel -PL2" (concentration en KCI : 0,01 Mm) 
montre un decalage de 25 mV pour les deux regions de d6pot gauche (depot 
de Ars3 sur les transistors 1 £ 13) et droite (d6pot de Ars5 sur les transistors 
21 a 31). Avec cette valeur, nous avons une concentration suffisante de 
io biomolecules sondes et ne sommes pas encore trop proches de la 
saturation. 

On realise ensuite un pompage de ('electrolyte et on le 
remplace par 1 ml de KCI a 50 mM, sans sechage. 

8. Mesure electronique "Sonde2" 

is Tampon de mesure: KCI a la concentration de 50 mM. 

Comme le montre la Figure 8b, on ne voit plus les depots. 
Pas de ringage. Une mesure electronique "Sonde 3" est 
realisee (KCI a 50 mM) pour verifier la stabilite (Figure 8c). 

9. Hybridation 1 (avec Cv5-Ars5sens). 

20 Lors de la mesure "Sonde2" (etape 8) il y avait 1 ml de KCI 

sur les transistors FET. 

Apres, on ajoute directement (sans ringage) 100 pi de 
Cy5Ars5sens a 1 pM. 

La dilution finale en oligonucleotides est alors de I'ordre de 
25 100 nM. On agite par pompage et on redepose 2 fois cette solution. Apres 
agitation, la reaction de reconnaissance se fait pendant 5 minutes a I'abri de 
la lumiere (pour eviter le blanchiment ou "bleaching" des fluorophores). 

Apres 5 minutes on rince: pompage de I'electrolyte et ajout 

de 1 ml de KCI 

30 50mM, agitation, suivie d'un nouveau pompage .... Ce cycle 

est reitere 3 fois. Ces ringages arretent la reaction. Pendant cette etape il n f y 
a a aucun moment sechage sur la surface. 

10. Mesure Electronique "Hvb1" 

On plonge l'6lectrode dans le tampon de KCI 50 mM et fait la 
35 mesure Electronique. 
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La courbe resultante Hyb1 -Sonde 3 est representee a la 

Figure 8d . 

Le decalage Delta U S g entre les mesures referencees Hyb1 et 
Sonde3 est d'environ +3.9 mV sur la region Ars3 et d'environ +2.3 mV sur la 
5 region Ars5 (ici les biomolecules sondes et les biomolecules cibles ont des 
sequences complementaires). Ce decalage est d'environ -1.6 mV sur la 
region centrale sans depdt de sondes d'ADN (transistors 14 a 20). 

Apres cette mesure on rince: pompage de I'electrolyte et ajout 
de 1 ml de KCI 0,01 mM, agitation, repompage .... reiteration 5 fois. Pendant 
10 cette etape il n'y a a aucun moment sechage sur la surface. 

11. Mesure electroniaue "Hvb12" 

On plonge I'electrode de mesure dans le tampon de KCI 0,01 
mM et on fait la mesure electronique. 

La courbe resultante (Hyb12 - Sonde 1) est representee a la 
is figure 8e. Les signes des decalages correspondent a ceux qui ont ete 
observes a 50 mM (mesure "Hyb1"), mais les niveaux de ces decalages sont 
plus importants. 

Dans la region Ars5 (Ars3) on observe un decalage moyen de 
+40 mV (+49 mV) entre les mesures "Hyb12" et "Sondel", effectuees a 0,01 
20 mM KCI. 

12. Hybridation 2 (avec Cv3-Ars3sens) 

On pompe I'electrolyte KCI 0,01 mM et on le remplace par 1 
ml de KCI 50 mM. Apres, on ajoute directement (sans rincage) 100 pi de 
Cy3Ars3sens a 1 pM. 
25 La dilution finale en oligonucleotides est alors de I'ordre de 

100 nM. 

On agite par pompage et on redepose 2 fois cette solution . 
Apres agitation, la reaction de reconnaissance se fait pendant 5 minutes a 
I'abri de la lumiere. 

30 Une fois ces 5 minutes ecoulees, on rince, puis on pompe 

I'electrolyte apres quoi on ajoute 1 ml de KCI a 50mM. On agite, on pompe 
de nouveau. Ce cycle (rincage, agitation, pompage) est reitere 3 fois. Ces 
rincages terminent la reaction. Pendant cette etape il n'y a a aucun moment 
sechage sur la surface. 
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13. Mesure electronique "Hvb2" 

On plonge I'electrode dans le tampon de KCI a 50 mM et on 
effectue la mesure electronique. Le resultat de ces mesures est represents 
par la courbe Hyb2 - Sonde3 de la Figure 8d. 
5 On observe sur la figure 8d, que la difference Delta Usg entre 

les mesures referencees 

Hyb1 et Sonde3 est plus positive sur la region Ars3 (a 
gauche) que sur la region Ars5 (a droite, ou les sondes et cibles ont des 
sequences complementaires pour I'hybridation 1).Cette tendance est inversee 
10 pour la difference entre Hyb2 et Sonde2, en accord avec le fait que pour 
I'hybridation 2 les biomolecules sondes et cibles ont des sequences 
complementaires sur la region Ars3. 

Apres cette mesure on rince: pompage de I'electrolyte et ajout 

de 1 ml de 

is KCI 0,01mM, agitation, repompage .... reiteration 5 fois. 

Pendant cette 6tape il n'y a a aucun moment sechage sur la 

surface. 

14. Mesure electronique "Hvb22". 

On plonge I'electrode dans le tampon de KCI 0,01 mM et fait 
20 la mesure electronique. Le resultat est represents par la courbe Hyb22 - 
Sonde 1 de la Figure 8f. 

Les signes des decalages sont renverses par rapport a ceux 
observes a 50 mM (mesure "Hyb2") et les signaux sont plus importants. 

Dans la region Ars5 (Ars3) on observe un decalage moyen de 
25 -1 1 mV (+1 mV) entre les mesures "Hyb22" et "Hyb12". 

Apres cette mesure, on realise un rincage a I'eau et un 

sechage. 

15. Mesures de fluorescence. 

Avec un dispositif de mesure de fluorescence a deux couleurs 
30 on verifie I'hybridation specifique. 

Sous excitation a 633 nm (Cy5) on observe plus de 
fluorescence sur la region Ars5 (Figure 8h). 

Sous excitation a 532 nm (Cy3) on observe plus de 
fluorescence sur la region Ars3 (Figure 8g). 
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CONCLUSION 

Mesures a 50 mM et hybridation avec Ars5Sens: le decalage 
de la region Ars5 est 1.6 mV plus negatif que celui de la region Ars3. 

Mesures a 50 mM et hybridation avec Ars3Sens: le decalage 
5 de la region Ars3 est 5,4 mV plus negatif que celui de la region Ars5. 

Mesures a 0,01 mM et hybridation avec Ars5Sens: le 
decalage de la region Ars5 est 9 mV plus negatif que celui de la region Ars3. 

Mesures a 0,01 mM et hybridation avec Ars5Sens: le 
decalage de la region Ars3 est 22 mV plus negatif que celui de la region Ars3. 
io L'hybridation specifique est verifiee par la mesure de 

fluorescence. 

EXEMPLE 2 : Hybridation avec micro-depot et chanaement 
de tampon 20 mM/0.01 mM. 

Les etapes 1 a 5 sont identiques a celles de I'exemple 1 . 
15 6- Deo6t des sondes d'ADN. 

Avec un systeme de microdeposition commercial (GeSim, 
Rossendorf, Allemagne, Nano-plotter NP1), on depose sensiblement 0,2 nl 
d'une solution contenant I'oligonucleotide ars5 sur la partie gauche du reseau 
de transistors FET. Sur la partie droite de ce reseau, on depose 0,2 nl d'une 
20 solution contenant I'oligonucleotide Ars3. Au centre on depose un melange d' 
Ars5 et d' Ars3. Dans tous les cas, les dilutions contiennent 1uM (1 
micromole) d'oligonucleotide dans un tampon d'eau d6ionisee. Les sondes 
sechent quelques secondes apres le depot a temperature et humidite 
ordinaires. 
25 Pas de rincage. 

7. Mesure electroniaue "Sondel" 
Tampon de mesure: KCI 0,01 mM. 

La courbe Sonde 1-PL2 de la Figure 9a montre les 
differences Delta U S g entre des mesures faites apres le depot des sondes et 
30 la mesure PL2 effectuee avant ce depdt (avec le meme tampon de mesure). 

La courbe "Sondel -PL2" montre que le depot des 
oligonucleotides a induit des decalages Delta U S g compris entre -20 et -25 
mV. 

La mesure est suivie d'un pompage de I'electrolyte et son 
35 remplacement par 1 ml de KCI a 20 mM, sans sechage. 
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8. Mesure electronique "Sonde2" 
Tampon de mesure: KCI 20 mM. 

Les resultats sont repr§sentes a la Figure 9a par la courbe 
Sonde 2-PL2 (tampon de mesure 20 mM). On voit toujours les depots, mais 
5 les pics sont plus petits qu'avec le tampon de mesure a 0,01 mM. 

Pas de rin^age. 

9. Mesures electroniques "Sonde3" et "Sonde4" 
Tampon de mesure: KCI 20 mM. 

Ces mesures ont pour but de verifier la stabilite. 
io Pas de rin?age. 

10. Hybridation 1 (avec Cv3-Ars5sens) 

Lors de la mesure "Sonde4'\ il,y avait 1 ml de KCI sur les 
FETs. Apres, on ajoute directement (sans ringage) 100 pi de Cy3Ars5sens a 
1 pM. La dilution finale en oligonucleotides est alors d'environ 100 nM. On 
15 agite par pompage et on red6pose 2 fois cette solution. Apres agitation, la 
reaction de reconnaissance se fait pendant 5 minutes a I'abri de la lumtere. 

Apres ces 5 minutes on rince: pompage de I'electrolyte et 
ajout de 1 ml de KCI 

20 mM, ce cycle etant reitere 3 fois. Ces rin?ages terminent la 
20 reaction. Pendant cette etape il n*y a a aucun moment sechage sur la surface. 

1 1 . Mesure electronique "Hvb1 M 

On plonge I'electrode dans le tampon de KCI 20 mM et on 
effectue la mesure electronique. 

Le resultat est represents par la courbe M Hyb1 - Sonde 4" de 

25 la Figure 9b. 

Le decalage Delta UsGentre les mesures referencees Hyb1 et 
Sonde 4 est d'environ -21 mV sur la region Ars3 (transistors 71 a 81) et 
d'environ -25 mV sur la region Ars5 (transistors 11 d 19). Ici, sur la region 
Ars5, les biomolecules sondes et cibles ont des sequences complementaires. 
30 Apres cette mesure on rince: pompage de Telectrolyte et ajout 

de 1 ml de KCI 0.01 mM, agitation, repompage .... reiteration 5 fois. 

Pendant cette etape il n'y a a aucun moment sechage sur la 

surface. 

12. Mesure electronique "Hvb12" 

35 On plonge l^lectrode dans le tampon de KCI 0,01 mM et on 

effectue la mesure electronique. Le resultat est represente a la Figure 9c. 
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Les signes des decalages correspondent a ceux qui ont ete 
observes avec un tampon de mesure de concentration 20 mM, mais les 
signaux sont plus importants. 

Dans la region Ars5 (Ars3) on observe un decalage moyen de 
5 -61 mV (-41 mV) entre les mesures "Hyb12" et "Sonde!". 

Apres cette mesure on rince: pompage de l'6lectrolyte et ajout 

de 1 ml de 

KCI 20 mM, agitation, repompage .... reiteration 5 fois. 
Pendant cette etape il n'y a a aucun moment sechage sur la surface. 
io 13. Mesure de fluorescence. 

Avec un dispositif de mesure de fluorescence a deux couleurs 
on verifie I'hybridation specifique. 

Sous excitation a 532 nm (figure 9d), on observe plus de 
fluorescence sur la region Ars5. Ceci confirme I'hybridation specifique. 
15 CONCLUSIONS 

Mesures £ 20 mM et hybridation avec ArsSSens: le decalage 
de la region Ars5 est 3,8 mV plus negatif que celui de la region Ars3. 

Mesures a 0,01 mM et hybridation avec ArsSSens: le 
decalage de la region Ars5 est 20,7 mV plus negatif que celui de la region 
20 Ars3. 

Uhybridation specifique est verifiee par la mesure de 

fluorescence. 

La mesure de reference r6alisee avec des molecules sondes 
non soumises ou non encore soumises a une interaction avec des molecules 

25 cibles peut etre effectuee sur une ou plusieurs zones actives distinctes de 
celle ou celles ou intervient une dite reaction d'interaction avec des molecules 
cibles. Les zones actives d'un meme circuit integre peuvent etre utilisees pour 
differentes interactions, ce qui permet d'effectuer en paralleles plusieurs 
mesures de types differents correspondant par exemple a differentes 

30 interactions, et/ou ^ I'etude des differentes biomolecules cibles. On peut ainsi 
detecter plusieurs interactions par rapport a une ou plusieurs mesures de 
r6ference r6alis6e sur des molecules sondes non soumises & interactions. On 
peut 6galement detecter des interactions par comparaisons entre elles de 
mesures r6alis6s sur des molecules ayant 6te soumises a differentes 
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interactions, par exemple entre des mol6cules sondes de meme type, par 
exemple ADN, ayant ou non les memes sequences, et des biomolecules 
cibles identiques ou differentes. 

Deux exemples duplications potentielles de I'invention sont 
5 donnes ci-apres : 

Un exemple est l'6tude de Expression des g6nes. On 
s'interesse ici a la quantite relative des differentes molecules d'ARN 
messagers, extraites des cellules. On greffe des molecules sondes d'ADN qui 
portent des sequences de bases differentes a des endroits differents de la 

10 surface de la puce. Chaque sonde d'ADN est choisie de fagon a interagir 
specifiquement avec un type de molecule d'ARN (caracterise par sa 
sequence). Le nombre relatif de molecules d'ARN hybrides sur deux regions 
de sondes differentes donne I'abondance relative de deux types de molecules 
d'ARN (et avec cela le niveau relatif de Texpression des deux genes 

15 correspondants). L'interet est de suivre un grand nombre de genes en 
parallele, pour des etudes du developpement, pour une caracterisation 
genetique des pathologies, pour une analyse moleculaire de I'effet des 
medicaments, etc... 

Un autre exemple concerne la detection des mutations sur 

20 puces a ADN. Ici on cherche a analyser I'ADN d'un patient, en cherchant en 
parallele la presence (ou I'absence) de plusieurs mutations connues. Pour 
cela, on greffe differents oligonucleotides (typiquement des 12mers) a 
differents endroits de la puce. Les sequences de base et les conditions 
d'hybridation (sel, temperature, etc) sont optimisees pour que la presence 

25 d'une mutation (meme ponctuelle) induise une difference mesurable dans les 
taux d'hybridation des differentes sondes. L'echantillon de molecule cible 
consiste ici souvent en des molecules d'ADN double brin obtenues par "PCR" 
a partir d'une faible quantite d'ADN g6nomique du patient. 

Dans les deux cas, on s'interesse a la difference des signaux 

30 induits par I'hybridation d'un echantillon complexe contenant un grand nombre 
de biomolecules cibles differentes sur une puce avec plusieurs regions de 
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sondes differentes (souvent le meme type de molecule mais avec une 
sequence differente). Cette configuration est tres interessante pour la 
detection electronique des interactions. 

On comprend que les expressions « deux interactions 
differentes » et « autre interaction » couvrent la situation ou cette difference 
d'interaction correspond a deux sondes de type ou de sequence differente, 
mais en contact avec une meme solution de molecule cible. 

La detection d'une interactivity specifique peut s'effectuer sur 
une ou plusieurs regions de porte du reseau de transistors a effet du champ 
FET. L'avantage d'utiliser plusieurs regions de porte permet de mettre en 
evidence les inhomogeneites. 

Alternativement, I'utilisation d'un seul transistor du reseau est 
possible pour des biomolecules sondes d'un type donne et une interaction 
donnee. Si on utilise un transistor de grandes dimensions, on obtient 
directement une mesure moyennee des inhomogeneites. 
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REVINDICATIONS 

1) Procede de detection 6lectronique d'au moins une 
interaction specifique entre des molecules sondes fixees sur au moins a une 
zone active d'un capteur et des biomofecules cibles, caracterise en ce que 

5 ledit capteur est constitue par un reseau de transistors a effet de champ (T 1f 
T 2l ..) dont chacun pr£sente une region de source (5), une region de drain 
(D), ainsi qu'une region de porte qui constitue une zone active (3) sur laquelle 
ladite interaction specifique doit etre detectee, et caracterise en ce qu'i! 
comporte les etapes suivantes : 
10 a) mettre en contact au moins une dite zone active (3) avec 

des molecules sondes d'un type donne fixees sur ladite zone active. 

b) mettre en contact au moins certaines des molecules 
sondes avec des biomolecules cibles susceptibles d'interagir avec lesdites 
molecules sondes et effectuer une dite interaction dans un tampon 

is reactionnel ayant une premiere concentration en sel. 

c) mesurer au moins un point de la caracteristique courant 
de drain/tension source-porte/tension source-drain d'au moins un transistor 
dudit r6seau pour detecter ladite interaction specifique au moins pour un point 
de mesure obtenu dans un tampon de mesure ayant une deuxieme 

20 concentration en sel qui est inferieure a la premiere concentration pour des 
molecules sondes ayant ete soumises a ladite interaction specifique 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite mesure est effectuee par difference entre ledit point de mesure et un 
point de reference, notamment dans un dit tampon de mesure, pour des 

25 molecules sondes n'ayant pas ete soumises & une interaction specifique. 

3) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que 
ledit point de reference est determine a partir de mofecules sondes du meme 
type que celles qui ont 6te soumises a ladite interaction specifique, et 
presentant soit la meme sequence, soit une sequence differente. 

30 4) Procede selon une des revendications 2 ou 3, caracterise 

en ce que la mesure differentielle de retape c) est r£alisee sur deux groupes 
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de molecules sondes fixees sur des zones actives (3) distinctes, les 
biomolecules sondes de Tun des groupes ayant 6te soumises a Interaction 
de I'etape b) et I'autre pas. 

5) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
5 I'etape c est realise de maniere differentielle entre deux points de mesure 

obtenus dans un dit tampon de mesure pour des molecules sondes ayant ete 
soumises a deux interactions differentes. 

6) Proced6 selon la revendication 5, caracterise en ce que les 
molecules sondes soumises auxdites deux interactions differentes sont du 

10 meme type, qu'elles aient ou non des sequences identiques. 

7) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
ladite mesure differentielle de I'etape c est realisee sur deux groupes de 
molecules sondes fixees sur des zones actives (3) distinctes, les molecules 
sondes de Tun des groupes ayant ete soumises a ladite interaction specifique 

15 et les molecules sondes de I'autre groupe ayant ete soumises a une autre 
interaction specifique. 

8) Procede selon une des revendications 2 ou 3, caracterise 
en ce que la mesure differentielle de I'etape c) est realisee sur les memes 
molecules sondes avant et apres qu'elles soient soumises 3 ladite interaction 

20 lors de I'etape b). 

9) Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ladite mesure d'au moins un point de la caracteristique 
met en oeuvre ('application d'une tension donnee (U D s) entre le drain et la 
source d'au moins un transistor, ainsi que I'application dans un premier cas 

25 d'une tension donnee (U G s) entre la porte et la source dudit transistor, dans 
un deuxieme cas d'un courant de drain (l D ) donne audit transistor. 

10) Procede selon la revendication 9, caracteris6 en ce que 

dans le premier cas, le point est obtenu en mesurant le courant de drain l D et 

dans le deuxieme cas en mesurant la tension Ugs entre la porte et la source. 
30 11) Proc6d§ selon une des revendications pr6cedentes, 

caracterise en ce que le tampon de mesure est du KCI. 
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12) Proc£d£ selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la concentration du tampon reactionnel est comprise 
entre 20m M et 1 M. 

13) Precede selon la revendication 12, caracterise en ce que 
5 la concentration du tampon de mesure est sup6rieur a 0,002 m M et inferieur 

a 20m M. 

14) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que 
la concentration du tampon de mesure est au moins egale a 0, 01m M. 

15) Procede selon une des revendications 13 ou 14, 
10 caracterise en ce que la concentration du tampon de mesure est au plus 

egale a 15m M. 

16) Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le passage entre un tampon a un tampon de 
concentration inferieure est separe par une etape de ringage. 

15 17) Procede selon Tune des revendications precedentes, 

caracterise en ce que les molecules sondes sont des molecules, notamment 
des biomolecules, susceptibles d'etre reconnues par un type de biomolecule 
cible. 

18) Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que 
20 les molecules sondes et/ou les biomolecules cibles sont des molecules 

d'ADN, d'ARN ou de proteines, ou bien encore des vitamines. 

19) Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que 
les biomolecules sondes sont des molecules d'ADN et en ce que les 
transistors a effet de champ sont de type a canal n a appauvrissement, avec 

25 une polarisation de porte negative. 

20) Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comporte avant a) au moins une etape de mesure de 
controle avec un dit tampon de mesure. 

21) Proced6 selon une des revendications precedentes, 
30 caracterise en ce qu'il comporte la circulation a travers au moins un 

microcanal fluidique d'au moins une solution qui constitue une reference ou 
qui contient des molecules cibles pour la mettre en contact avec au moins un 
dit transistor £ effet de champ. 
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